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© Neue recombinante Viren, deren Verwendung und deren Herstellung. 

® Die vorliegende Erfindung betrifft in Viren und in 
Hefe replizierbare DNA-Sequenzen, enthartend ein 
Virusgenom, eine Hefe-ARS-Sequenz, eine Hefe- 
CEN-Sequenz, mindestens ein Markergen, vorzugs- 
weise jedoch ein Oder zwei Markergene, und ein 
homogen austauschbares Insert, welches durcn das 
zu xprimierende Gen ersetzt sein kann, ihre Trans- 
formanten in Hefe und in Viren sowie Verfahren zu 
ihrer Herstellung. 
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GroBe Viren, wie z.B. Baculoviren, haben breite 
Anwendung als eukaryotische Vektoren bei der Ex- 
pression verschiedener Fremdproteine gefunden 
(siehe Obersichtsartikel 1 bis 3). In den meisten 
Fallen exprimieren Baculoviren-Vektoren in hohen 
Expressionsrat n die g wunschten Proteine, di , 
mit nur einigen wenigen Ausnahmen, korrekt pro- 
z ssiert werden und biologisch aktiv stnd. Im Falle 
des Baculovirus basiert das Expressionssystem 
darauf, tiaB man das hochexprimierende 
Polyhedrin-Gen durch ein rekombinantes Gen er- 
setzt, das aus dem Polyhedrin-Promotor und der 
darnit fusionierten, fOr das gewQnschte Fremdpro- 
tein kodierenden Sequenz besteht Da das 
Polyhedrin-Gen fur die Replikation des Virus ent- 
behrlich ist, ist das resultierende rekombinante Vi- 
rus vol I infektios, und der aktivierte Polyhedrin- 
Promotor steuert in spaten Phasen der htfektion die 
effiziente Transkription des Fremdgens. 

Obwohl sich dieses System als sehr effetent 
und nutzlich erwiesen hat bleibt es wegen der 
Schwierigkeiten beim Identifizieren und teoReren 
des rekombinanten Virus zeitraubend und muhsam. 

Das fur die Expression von Fremdgenen am 
breitesten verwendete Baculovirus ist das Autogra- 
pha califomica nuclear polyhedrosis virus (AcNPV), 
dessen Genom aus einem zirkularen doppelstran- 
gigen DNA-Molekul von ca. 130 kb besteht (4). Auf 
Grund dieser Gro/te des Genom s ist es nicht mog- 
lich, Fremd-DNA mittels konventioneller Techniken, 
z.B. uber Restriktionsendonuklease-Schnittstellen, 
zu inserieren. Die verwendete Methode beruht da- 
her auf der homologen Rekombination zwischen 
Virus-DNA und einem geeigneten Transfervektor, 
die in Insektenzellen co-transfiziert werden (5 bis 
9). Der Transfervektor besteht aus dem rekombin- 
anten Gen, das stromabwarts vom Polyhedrin-Pro- 
motor eingefugt ist und von denselben Sequenzen 
flankiert wird, die das Polyhedrin-Gen im intakten 
Virus flankieren. In vivo Rekombination zwischen 
den homologen flankierenden Sequenzen in dem 
Virus und dem Transfervektor resultiert im Ersatz 
des Polyhedrin-Gens durch das Fremdgen. Die 
Schwierigkeit entsteht insbesondere aus der im all- 
gemeinen niedrigen Rekombinationsfrequenz, die 
typischerweise nur zwischen 0,1 und 1 % liegt Es 
ist daher erforderlich, das rekombinante Virus Ober 
einen sehr signifikanten Hintergrund vom Ur- 
sprungsvirus zu identifizieren. 

Urn die rekombinanten Viren zu identifizieren, 
wurden bisher folgende Methoden verwendet 

1. ) Der mikroskopische Nachweis von Viruspla- 
ques, die aus Polyheder-negativ infizierten Zel- 
len bestehen (10); 

2. ) Der Nachweis von rekombinanten Plaques 
durch Plaque-Hybridisierung an Sonden, die 
spezifisch fur die Fremd-DNA sind, und an- 
schliefiendes visuelles Screening {7 und 11); 



3.) Das Screening von Plaques mittels Antikor- 
pem (12). 

Bet all diesen Methoden ist s erforderlich, 
mehrfache Plaque-Assays durchzufQhren, bevor 
5 reines rekombinantes Virus rhalten wird. 

AuBerd m wurden kGrzlich zwei Modrfikationen 
beschrieben, di die Identiftzierung der rekombin- 
anten Plaques erteichtem: 

In einem Fall enthalt der Transfervektor zusatzlich 

io zu dem durch den Polyhedrin-Promotor gesteuer- 
ten Fremdgen das bakterielle lacZ-Gen, das entwe- 
der von einem zweiten Viruspromotor Oder von 
einem ntchtviralen Promotor geleitet wird (13). Das 
rekombinante Virus, das durch homologe Rekombi- 

15 nation entsteht enthalt auch dieses lacZ-Gen und 
kann daher identifiztert werden, indem Plaques auf 
/3-Galaktosidase-Produktion untersucht werden. 

Im zweiten Fall enthalt das Ursprungsvirus eine 
nur einmal vorkommende 

20 Restriktionsendonuktease-Schnittstelte, die die 
Transfektion von linearer DNA eher zulaBt als von 
zirkularer viraler DNA (14). Dadurch wird die Re- 
kombinationsfrequenz um das ca. 10-fache erhoht 
Es wurde nun gefunden, dafi die vorstehend 

25 beschriebenen Nachteile der literaturbekannten 
Verfahren behoben werden konnen, wenn die fur 
die Zellinfektion erforderiiche infektiose virale DNA 
durch homologe Rekombination einer in Viren und 
in Hefe reptizierbaren bzw. propagierbaren DNA- 

30 Sequenz, enthartend ein Virusgenom, eine Hefe- 
ARS-Sequenz, die fur die autonome Replikation 
verantwortlich ist, eine CEN-Sequenz, die DNA- 
Molekulen mitotische Centromerfunktion verleiht 
und eine stabile niedrige Kopienzahl von Plasmid- 

35 DNA gewahrletstet mindestens etn Markergen, vor- 
zugsweise jedoch ein oder zwei Markergene, und 
ein homogen austauschbares Insert, welches durch 
das zu exprimierende Gen ersetzt sein kann, e rhal- 
ten wird. 

40 Als Virusgenom kommt beispieteweise ein Ba- 

culovirus wie das Autographa califomica nuclear 
polyhedrosis virus (AcNPV) (4), 
als autonom replizierbare Hefe-DNA-Sequenz bei- 
spielsweise eine ARS-Sequenz wie die ARS1-Se- 

45 quenz, 

als zerrtromere Sequenz beispielsweise eine CEN- 
Sequenz wie die CEN4-Sequenz (43), 
als selektionierbare Markergene beispielsweise das 
URA3-(44), can1-100-, ade2-1-, CY2-, TRP1-, 

so LEU2-, HIS3- oder LYS2-Gen, 

als homogen austauschbares Insert beispielsweise 
das Sup4-o-(42), CAN1-, URA3- Oder LYS2-Gen, 
als Eukaryoten Sf9-Zellen und 
als zu exprimierendes Gen jedes Gen in Betracht, 

55 daB in Viren exprimiert werden kann, also bei- 
spielsweise die Interferongene, das CREB1- oder 
CREB2-Gen (41). 
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Geg nstand der vorliegend n Erfindung sind 
somit in Viren und in H f r plizierbar DNA-Se- 
quenzen, errth attend ein Virusgenom, eine He*» 
ARS-Sequt-.iz, ein© Hefe-CEN-Sequenz, mince- 
stens ein Markergen, vorzugswetse jedoch ein oder 
zwei Markergene, und ein homogen austauschba- 
res Insert, welches durch das zu exprimierende 
Gen ersetzt sein kann, ihre Transformanten in Hefe 
und in Viren sowie Verfahren zu ihrer Herstellung. 

Am Beispiel der Expression zweier Mitglieder 
der Trartskriptionsfaktor-Familie CREB/ATF wird 
das erfindungsgemaBe Verfahren beispielsweise 
unter Verwendung des Baculovirus, einer ARS-Se- 
quenz, die fur die autonome Reptikation von DMA 
in Hefe erforderlich ist (15 und 16), einer CEN- 
Sequenz, die DNA-MolekGlen mitotische Centro- 
merfunklion verleiht und eine stabile niedrige Ko- 
pienzahl von Plasmid-DNA gewahrleistet (17), ei- 
nes URA3-Markergens und gegebenenfalls eines 
selektionierbaren SuP4-o-Gens (18), durch homo- 
genen Ersatz des vom Polyhedrin-Prornotor ge- 
steuerten Gens durch die entsprechenden -X-A-U- 
C-Sequenzen wie folgt durchgefuhrt (siehe Fig. 
1 A), wobei X fur das zu exprimierende Gen, A fur 
die TRP1/ARS1-Sequenzen, U fur das URA3-Gen 
und C fur das CEN4-Gen steht 

lm ersten Schritt wurde das Plasmid pBY3 
durch Bnfugung der TRP1/ARS1-, CEN4- und 
URA3-Sequenzen in das Bluescript-Plasmid 
(Stratagene) wie folgt hergestellt: 
Ein 840 bp langes Fragment, das die TRP1/ARS1- 
Sequenzen (Fragment A) enthalt, wurde zwischen 
die EcoRI- und Hindlli-Schnittstellen des 
Bluescript-Plasmids, anschlieBend ein 1100 bp lan- 
ges Fragment das das URA3-Gen (Fragment U) 
enthalt, in die Hindlll-SchnittsteHe und schlieBlich 
ein 1000 bp langes Fragment, das das CEN4-Gen 
(Fragment C) enthalt, zwischen Xho1- und Kpn1- 
Schnittstellen eingefUgt. Die so erhaltene Hefe-Kas- 
sette wurde als BamHI-Kpn1 -Fragment entfernt und 
in di BarnHI-Kpn1-Schnittstellen des Transfervek- 
tors pAcC4 (19) eingefugt wobei das Plasmid pA- 
cAUC erhatten wurde, das die Hefe-Kassette A-U-C 
enthalt 

Der so erhaltene Vektor wurde zusammen m'rt 
Wildtyp-Baculovirus-DNA (AcNPV-DNA) in Sf9-Zel- 
len co-transfiziert, wobei das rekombinante Baculo- 
virus YCbv, welches visuell identifiziert und durch 
wiederhofle Plaque-Assays gereinigt wurde, erhal- 
ten wurde (siehe auch (9)). Dieser Vektor enthalt 
anstelle des Polyhedrin-Gens die vorstehend er- 
wahnt Hefe-Kassette. 

Im zweiten Schritt wurde aus den extrazellula- 
ren Viren des vorstehend beschriebenen Baculovi- 
rus (YCbv) vi rale DNA prapariert und mrt dem 
Uracil-abhangigen S.cerevisia Stamm y657 trans- 
formiert Die transformierten Zellen w rden durch 
Kuttivieren in Abwes nheit von Uracil selektioniert 



Hi rbei wurde ein Anzahf von Ura + -Transforman- 
t n erhatten, von doner, einige mrttels Southern 
Blot-Analyse unter Verwendung von Gesamtvirus- 
DNA als Sond auf c:as Vorhand nsein von 
5 Baculovirus-Sequenzen untersucht wurden. Alle 
Uberpruften Ura*-Kolonien enthielten die erwarteten 
virafen Sequenzen. Von einem dieser Transforman- 
ten, welcher als YGP1 bezeichnet wurde und die 
Hefe-Kassette A-U-C enthalt wurde die Gesamt- 

io DNA isoiiert mrttels Saccharose-Gradientenzentri- 
fugation teilweise gereinigt und in Sf9-Zellen trans- 
fiziert 3 Tage spater wurde der Kufturuberstand 
gewonnen und zur Irrfektion frischer Sf9-Zellen ver- 
wendet Die mikroskopische Untersuchung der 2el- 

is len zeigte das Vorhandensein von infektidsem Vi- 
rus an, was anschlieBend mrttels Plaque-Assay be- 
statigt wurde. Aus den infizierten Zellen wurde 
Virus-DNA prapariert von der sich heraussteltte, 
daB sie ihre Fahigkeit bei Transformation in Ura~- 

20 Hefe UracthUnabhangigkeit zu ubertragen, beibe- 
hatten hat Es ergab sich daher daratis klar, daB die 
rekombinante Bacutovirus-DNA (YCbv) ohne er- 
kennbare Schwierigkeit zwischen Hefe- und Insek- 
tertzellen htn und her pendeln kann. 

25 Im dritten Schritt wurde, urn den Nachweis von 

YCbv-Deri vaten , die eine homologe Rekombi nation 
rnit dem Transfervektor, der das zu exprimierende 
Fremdgen enthalt durchgemacht haben, zu er- 
leichtem, ein zwettes selektionierbares homogen 

30 austausch bares Insert in die YCbv-DNA, enth attend 
in YGP1-Hefe, inseriert (siehe Rg. 1A). Dazu wurde 
das SUP4-o-Gen (Fragment S) ausgewahtt, ein das 
ochre- Codon supprimierendes Allel eines tRNA Tyr - 
Gens. In geeigneten Hefezellen, z.B. in y657, kann 

35 SUP4-0 unter negative oder positive Selektion ge- 
setzt werden. 

Bei der erfindungsgemaBen Durchfuhrung wur- 
de ein Stamm verwendet der ochre-Mutationen in 
den ADE2 und CAN1-Genen enthalt ADE2 kodiert 

40 fOr ein essentielles Enzym im Adenin-Biosynthese- 
weg (20 und 21). Mutationen in diesem Gen uber- 
tragen nicht nur die Adenin-Abhangigkeit des 
Wirts, son dem resuttieren auch in der Akkumulation 
eines Zwischenprodukts des Adenin-Synthesewe- 

45 ges (Phosophoribosylaminoimidazot AIR), der zu 
einer rosafarbenen Tonung der Zellkolonien fOhrt. 
Das CAN1 -Gen kodiert fur das Enzym Argininper- 
mease und macht die Zelte empfindlich gegenOber 
dem toxischen Arginin-Analogen Canavanin (22). 

so Can~-Mutanten konnen keine funktionelle Arginin- 
permease synthetisieren und sind daher resistent 
gegen Canavanin. 

Urn nun das SUP4~o-Gen in YCbv-DNA einzu- 
fuhren, wurde ein Transfervektor, z. B. das Plasmid 

55 pAcY-S konstruiert, der das SUP4-o-Gen nthatt, 
flankiert auf der einen Seite von Sequenz n, die 
stromaufwarts vom Polyhedrin-Translationsinrtia- 
tionskodon liegen, und stromabwarts von den 
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TRP1/ARS1-Sequ nzen. Die folgende Transforma- 
tion in YCbv enthattende Hefe (Y6P1) und die 
hornolog R kombination zwischen YCbv und dem 
V ktor fuhrt zud r Insertion von SUP4-o in YCbv. 
Ein so erhaftenes Rekombinantes wurde als YGP2 
bezeichnet Dieses enthatt di S-A-U-OKassette, 
wobei dessen Isolierung und Identifizterung weiter 
unten beschrieben wird. 

Eine Ubersicht uber die verschiedenen Phanot- 
ypen von Zellen, abgeleitet von y657-Zeilen, die 
das SUP4-o-Gen tragen oder nicht tragen, ist in 
Rg. 1B dargestellt Die wesentlichen Merkmale 
sind hierbei, dafl die Adenin-Unabhangigkeft eine 
positive Selektion auf Vorhandensetn von SUP4-o 
gev/ahrleist t, wahrend die Canavanin-Reststenz 
eine starke Gegensetektion ermogficht 

Die erforderlichen Vektoren warden wie folgt 
konstruiert: 

Den Transfervektor pAcY1 (siehe Rg. 2A) erhatt 
man durch Einfugung der 840 bp tangen 
TRP1/ARS1-Sequenz in die EcoRI-HindlW-Schnitt- 
stellen des Bluescript-Ptasmids. Das so erhattene 
Plasmid pBY1 wurde mit Xba1 verdaut filted-in mit 
Klenow-Polymerase und emeut mit BamHI verdaut 
(Fragment 1). pAcC4-DNA (19) wurde verdaut mit 
BstEII, filled-in mit Klenow-Polymerase, emeut ge- 
schnitten mit BamHI und das 3kb- Fragment das 
den Polyhedrin-Promotor und die S'-flankierenden 
Sequenzen enthatt, isoliert (Fragment 2). Das so 
erhaitene Fragment 2 wurde mit dem aus dem 
Plasmid pBY1 erhaitenen Fragment 1 tigiert und 
das DNA-Fragment, das zwischen den NcoKmd 
EcoRI-Schnittstellen liegt durch einen Polylinker 
ersetzt, wobei das Plasmid pAcYt ematten wurde. 

Die wesentlichen Merkmale dieses Vektors 
sind. dafl er den Polyhedrinpromotor zusammen 
mit 3 kb der 5* flankierenden Baculovirus-Sequenz, 
einen Polylinker, der eine Anzahl von nur einmal 
vorkommenden Restriktionsstelten unmittelbar 
stromabwarts vom Promotor enthalt und 
Polyhedrin-S'-nichtkodierende Sequenzen, gefolgt 
von den Hefe-ARS-Sequenzen, die zur Konstruk- 
tion von YCbv verwendet wurden, enthalt (siehe 
Fig. 2B). Die Ncol-Schnittstelle des Porylinkers ent- 
hatt das Polyhedrin-ATG-lnrtiationskodon. 

Der Transfer-Vektor pAcY2 wird analog erhai- 
ten, wobei jedoch das BstEII-BamHI-Fragment des 
Plasmids pAcYMI (23) anstette des obigen Frag- 
ments eingesetzt wurde. 

Dieser Vektor ist bis auf den fur die Insertion 
des Fremdgens verwendeten Polylinker (siehe Rg. 
2A) mit dem Vektor pAcY1 sehr ahnlich. Das 
Polyhedrin-ATG-Kodon ist jedoch vertorengegan- 
gen und folglich mufl das Initiationskodon durch die 
inseriert Fr mdsequenz zur Verfugung gestellt 
werden (si he Fig. 2B). 

Daraus ergibt sich, da/3 in diesen beiden neuen 
Vektoren im Unterschied zu den vorbeschriebenen 



Vektoren, in denen das Insert auf beiden Seiten 
von Baculovirus-DNA flankiert ist, das Insert auf d r 
5'-SeHe von vhralen Sequenzen und auf der 3'-Seit 
von Hefe-ARS-Sequenzen flankiert ist 

s Den Transfervektor pAcY2-S, weteher das 

SUP4-o-Gen enthalt erhatt man durch EinfQgung 
des 300 bp tangen Fragmentes, das man durch 
Verdauen des Plasmids p464 mit EcoRI erhatt und 
das das ochre-Suppressorgen SUP4-o enthatt in 

10 die EcoRl-Schnittstelte des Transfervektors pAcY2, 
welches sich kurz oberhatb der ARS1 -Hef esequenz 
befindet 

Das so erhattene pAcY2-S-Plasmid wurde zur 
Hefe-Transformation an der BgHhSchnittsteHe, die 
75 sich in der ARSI-Sequenz befindet und an der 
Xhol-Schnittstelle, die sich in der Baculovirus-Se- 
quertz des Transfer-Vektors befindet geschnitten 
und so mit dem bereits erhaitenen YGP1 rekombi- 
niert 

20 Die so erhaitenen transform ierten Zellen wer- 

den durch Kultrvieren in Abwesenheit von Adenin 
selektiert und anschtieBend auf SD-Agar-Platten f 
denen Histidin, Tryptophan, Adenin und Leucin zu- 
gesetzt ist per Kotonien gereinigt Die einzelnen 

25 Kolonien werden hinsichtlich ihres Wachstums in 
Gegenwart von Canavanin getestet dabei wurde 
die Kolonie zur weiteren Untersuchung ausgewahtt, 
die gegenuber Canavanin sensitiv waren und als 
YGP2 bezeichnet 

30 Die ausgewahtte YGP2-Kolonie weist das ge- 

wunschte Phenotyp in Gegenwart des tRNA Sup- 
pressors SUP4-o, namlich die Adenin-Unabhangig- 
keit auf Grund der Unterdruckung der ochre-Muta- 
tion ade2-1 und die Canavanin-Sensitat auf grund 

35 der Suppression der CAN1-100-Mutation auf. Die 
Gegenwart des integrierten SUP4-o-Gens wurde 
femer durch Southern-Hybridisierungsanalyse 
nachgewiesen. 

Der so erhaitene Hefestamm YGP2 stellt einen 

40 gut geeigneten Reztpienten fur die Insertion von 
Fremdsequenzen stromabwarts des Polyhedrin- 
Promotors mittels homologer Rekombination dar. 

Im vierten Schritt wurde das neue System dazu 
verwendet, um Baculovirus-Rekombinanten zu iso- 

45 lieren, die zwei verschiedene Mitglieder der Trans- 
kriptionsfaktorfamilie CREB/ATF errthatten. Mitglie- 
der dieser Familien binden spezifisch an die DNA- 
Sequenz 5* TT/GACGTCA 3\ die uber erhohte 
cAMP-Konzentrationen (24) Transkriptionsaktivie- 

so rung ubertragen kann, und an das Adenovirus E1A- 
Protein (25). Es sind mindestens 10 verschiedene 
cDNA's beschrieben worden, die fur Mitglieder die- 
ser Familie kodieren (26 bis 30). Diese konnen alle 
als Homodimere an DNA binden, viete von ihnen 

55 konnen aber auch miteinander in Wechselwirkung 
treten und als Heterodimere binden. Die Aufklarung 
der hierdurch bedingten sehr signifikanten Komple- 
xitat konnte durch die Verfugbarkeit groBer Men- 
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gen der einz Inen Mttglieder dieser Protein-Familie 
erleicht rt w rd n. fir di durchg fQhrt n Versu- 
che wurden Rekontbinanten ausgewahtt, die 
CREB1- und CREB2 (CRE-BP1, ATF-2) cDNA's 
enthalten. Diese sind von speziellem Irrteresse, weil 
di CREB1-Aktivrtat von cAMP oder anderen Be- 
dingungen, die die Kinase A-Aktivitat erhohen (31). 
moduliert und die CREB2-Aktivitat durch das E1A- 
Prot in moduliert wird (32 bis 34). In betden Fallen 
wurden die cDNA's in den Vektor pAcY2 inseriert 
(siehe Fig. 2C) und anschlieBend zusammen mit 
ein m Co-Transformations Plasmid, das das Hefe 
TRP1-Gen (45) enthatt. in YGP2 Hefezelten einge- 
fGhrt (siehe Rg. 1A): 

Das pAcY2-CREB1 -Plasmid erhatt man durch Ein- 
fUgung eines 1,6 kb langen EcoRI-Fragments. wel- 
ches die CREB1-Sequenz etnschliefllich der 600 
bp langen nicht-codierenden Sequenz am 3*-Ende 
enthalt, in die EcoRt-Schnittstelle des Transfer- 
Vektors pAcY2 und 

das pAcY2-CREB2-Plasmid erhatt man durch Ein- 
fugung eines Hincll-Clal, fillecHn Fragments, wel- 
ches die CREB2-codierende Sequenz enthalt, in 
die Smal-Schnittstelle des Plasmids pAcY2. 

Der erhaftene Transfer-Vektor pAcY2-CREB1 
wurde mit Sail linearisiert, um die homologe Re- 
kombination zu erleichtem, und zusammen mit et- 
nem Plasmid, das das Hefe TRP1-Gen enthalt, mit 
YGP2-Spharoplasten transformiert Die erhattenen 
Transformanten wurden durch Zuchtung in Abwe- 
sen he it von Tryptophan selektioniert und die ein- 
zelnen Transformanten mittete Replica-Plattierung 
auf eine Canavanin enthaltende Platte auf Canavan- 
inresistenz untersucht Derartige resistente Trans- 
formanten errtstehen von homologen Rekombinatio- 
nen zwischen dem ortsansassigen YGP2- und 
pAcY2-CREB1-DNA's. wobei SUP4-o durch CREB1 
ersetzt wird. Die Haufigkeit reststenter Transform- 
anten wurde groBenordnungsmaBig mit 80 % er- 
mittelt. 12 verschiedene resistente Transformanten 
wurden mittels Southern-Hybridisierung auf den Er- 
satz des SUP4-o-Gens durch CREB1-Sequenzen 
untersucht, wobei einer dieser Transformanten ais 
YGP3 (enthaltend YCbv::CREB1) bezeichnet wurde. 
Die Tatsache, daB dieses Ereignis in jedem einzel- 
nen Transformanten stattgefunden hatte, zeigte die 
Effizienz des verwendeten Selektionssystems. Es 
soltte sich daher herausstellen, daB es nicht not- 
wendig ist, routinemaBig die resistenten Kolonien 
durch Southern-Hybridisierung zu untersuchen. 

Bn ahnliches Verfahren wurde zur Isolierung 
von CREB2 enthattenden Rekombinanten benutzt. 
wobei jedoch der pAcY2-CREB2-Vektor mit Xhol 
linearisiert wurde. Einer der erhattenen Transform- 
anten wurde als YGP4 (enthattend YCbv::CREB2) 
bezeichnet. 

Die Gesamt-DNA von YGP3 und von YGP4 
nthaft nden Hefezellen wurd unter Verwendung 



von Saccharose-Gradient nzentrifugation teilweise 
fraktioni rt Die Lag d r Virus-DNA wurde mittels 
PCR-Analyse rasch bestimmt ObwiM virale DNA 
uber den gesamten Gradienten hn *eg gefunden 
5 werden konnte, sedimentierte der f-iauptanteil der 
DNA unter den verwendeten Bedingungen unge- 
fahr in der Mitte des Gradienten (siehe auch Her- 
stellung der Hefe-DNA). 

Im Schritt 5 wurden die vorstehend erhattenen 
10 DNA's mittels Lipofektion in Sf9-Zelfen (siehe Rg. 
1A) eingefOgt wobei die infizierten Zellen nach 3 
Tagen deutiich sichtbar waren. Der Oberstand wur- 
de fOr darauffolgende Infektionen aufbewahrt und 
die Zellen auf das Vorhandensein von rekombinan- 
75 tern Protein untersucht 

Eine erfolgreiche Infektion konnte auch erreicht 
werden, wenn das nichtfraktionierte Gesamt-DNA- 
Praparat verwendet wurde. Es wurde jedoch gefun- 
den, daB die Erfolgsrate unterschiedlich war und 
20 ein groBer Beretch von DNA-Konzentrationen gete- 
stet werden muBte, um Aussicht auf Erfolg zu ha- 
ben. Es wurde angenommen, daB die Unterschiede 
in der Erfolgsrate auf inhibierende Substanzen, die 
im Hefe-DNA-Praparat enthatten sind und die den 
25 TransfektionsprozeB beeintrachtigen, zuruckzufuh- 
ren sind. Im Gegensatz dazu wurden vertaflliche 
Ergebnisse erhatten, wenn das 

Saccharosegradienten-Material verwendet wurde. 
Obwohl dieser Schritt nicht unbedingt notwendig 
30 ist, ist er bevorzugt 

Die Expression des CREB1- und des CREB2- 
Proteins in virusinfizierten Sf9-Zellen wurde mittels 
elektrophoretischem Mobilitats-Assay anaiysiert Es 
wurden Gesamtzellextrakte hergesteltt und auf spe- 
35 zrfische DNA-Bindungsaktivitat getestet, indem eine 
markierte Oligonukleotid-Sonde. enthattend die 
Rbronectin-ATF/CRE-Bindungsstelle, verwendet 
wurde. Wie in Rg. 3A gezeigt wird, war am ersten 
Tag nach der Infektion der spezifische Protein- 
40 DNA-Komplex sichtbar; die Beweglichkeit des 
Komplexes wurde in Gegenwart eines Antikdrpers 
gegen das C-terminale Peptid von CREB1 (35) 
verzogert, blieb hingegen durch einen unspezifi- 
schen Antikorper unbeeintrachtigt. Der Bindungs- 
45 aktivitatsspiegel stieg wahrend der nachsten bet- 
den Tage signrfikant Es ergab sich jedoch, daB zu 
Zeitpunkten spater als 2 Tage nach der Infektion 
viel vom CREB1 -Protein abgebaut wurde und zu 
einer Reihe von schneller wandernden Komplexen 
so fiihrte. Bei langeren Inkubationszerten konnte Bin- 
dungsaktrvitat auch in nichtinfizierten Extrakten 
festgesteltt werden, wobei jedoch diese endogene 
Aktivitat von dem CREB1-Arttik6rper nicht erkanrrt 
wurde. Die Spezifitat der Bindung wurde durch 
55 Kompetition mit einem UberschuB von nichtmar- 
kiertem Rbronectin-Oligonukleotid, das im Gegen- 
satz zu unspezifischem Oligonukleotid gut um die 
Bindung konkurriert , bestatigt werden (siehe Rg. 
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3B). Das Vorhandensein von CREB1 -Protein in infi- 
ziert n Extrakten und dessen Abbau spater als 3 
Tag nach der Infektion wurde mittels Western Blot 
bestatigt. 

Extrakte von Zellen, die mit CREB2 enthaften- 
den Recombinanten infiziert sind, enthielten eben- 
falls stark erhohte Bindungsaktivttatsspiegel, wel- 
che spezifisch mit dem ATF-Oligonukteotid inter- 
agierten (siehe Fig. 4). 2 Tage nach der Infektion 
si ht man eine Anzahl von Komptexen, wetehe 
durch den infizterten Extrakt verursacht wurden. 
Di langsamste Komptex-Wanderung wird mit gro- 
fi r Sich rheit durch das intakte CREB2-Protein 
verursacht zumal sich deren BewegHchkeit durch 
Antikorper verandert, die gegen Proteine gerichtet 
sind, die nahe zu dem N- Oder C-Terminus von 
CREB2 lokalisiert sind. Zusatziich zeigt die 
Western-Blot-Analyse die Anwesenheit des wan- 
demden Proteins an der fur CREB2 erwarteten 
Stelle. Die schneller wandemden Komplexe sind 
bedingt durch die proteorytische Spaltung des in- 
takten Proteins. Diese werden nicht durch N-termi- 
nalen Antikorper erkannt, wohl aber durch den C- 
terrninalen Antikorper. Wie beim CREB1 entstehen 
die kleineren Produkte erst vie! spater nach der 
Infektion. 

Obwohl beide CREB Proteine in durch rekom- 
binante Viren infizierten Zellen synthetisiert wur- 
den, waren die akkumulierten Spiegel dieser Protei- 
ne signifikant voneinander verschieden. 2 Tage 
nach der Infizierung findet man 25 % CREB1- 
Protein bezogen auf das Gesamtprotein und nur 
annahernd 1-2 % CREB2-Protein. Diese Urrter- 
schiede sind vermutiich auf ihre urrterschtedliche 
Stabilitat zuruckzufuhren. 

Materialien und Methoden 



Z lien 

Die Handhabung der Insektenzellinte Sf9 
(ATCC Nr. CRL 1711) und die Produktion der 
"wild-type AcNPV (Stamm E2) wurde bereits fru- 
h r beschrieben (1 0). 

Der benutzte Stamm S. cerevisiae y657 (mat a, 
his3-11,15 trp1-1 ade2-1 Ieu2-3,112 ura3-52 canl- 
100 his4::HIS3) wurde uns von Andy Newman (38) 
zur V rfugung gestellt Das Wachstum dieses 
Stammes oder seiner Derivate, welche 
Baculovirus/cen Plasmide enthatten, erfolgte in rich 
medium (Hefeextrakt/Pepton/Dextrose (YPD)) oder 
in einem synthetischen Minimum-Medium (SD), 
dem 20 ug/ml Histidin, 20 ug/ml Tryptophan, 20 
ug/ml Adenin, 60 ug/ml Leucin und 10 mg/ml 
Casaminosauren zugesetzt war. Die Transformaten, 
die gegen Canavanin resistent sind, wurden auf 
Platten, die 2 % Agar, SD, die ublichen 
Aminosaure-Zusatze und 60 ug/ml Canavaninsutfat 



(Sigma) errthalten, selektioniert Das Hefewachstum 
erfolgte jeweils bei 30* C. 

Hefe Transformation 

s 

Die Hefe-Spharoplasten wurden wi folgt her- 
gestelrt und transformiert (39): 
Eine 50 ml Hefe-Kuttur wurde in einem geeigneten 
Medium bis zu etner optischen Dichte von ODcoo 

10 = 0,5-1 gezOchtet Die Zellen wurden 5 Minuten 
lang bei 2 K zentrifugiert das erhaltene Pellet 
einmal mit destilliertem Wasser und einmal mit 1 M 
Sorbitol gewaschen und anschlieflend in 20 ml 
SCEM (1 M Sorbitol, 0,1 M Natriumzitrat pH 5,8. 10 

is mM EDTA und 30 mM 0- Mercaptoethanol) und in 
1000 Einheiten Lyticase (Sigma) resuspendiert Die 
Zef (suspension wurde bei 30* C 20 bis 30 Minuten 
lang inkubiert, bis sich 90 % der Zellen zu Spharo- 
plasten umgewandett hatten. Die Spharoplasten 

20 wurden vorsichtig 6-7 Minuten lang bei 1 K zentri- 
fugtert, das erhaltene Pellet mit 20 ml STC (1 M 
Sorbitol, 10 mM Tris/HCI pH 7,5 und 10 mM Calci- 
umchlorid) gewaschen und schlieBtich in 2 ml STC 
suspendiert 5 ug des Transvektors, der die rele- 
ts vante Fremd-DNA enthalt, wurde innerhalb der 
Polyhedrin-Sequenzen und entweder innerhalb der 
ARS-Sequenz oder unmittelbar unterhalb der ARS- 
Sequenz geschnitten. Das geschnrttene Plasmid 
wurde mit Ethanol ausgefaltt und zur Transforma- 

30 tk>n mit 100 ul der erhaltenen Spharoplasten ver- 
wendet. Die Hefe-Plasmid-DNA-Mischung wurde 10 
Minuten lang bei Raumtemperatur stehen gelassen, 
anschliefiend wurde 1 ml PEG-L6sung (10 mM 
Tris/HQ pH 7,5, 10 mM Calctumchtorid und 20 % 

35 PEG 8000) hinzugefugt und wertere 10 Minuten 
lang inkubiert. Die Spharoplasten wurden 6-7 Minu- 
ten lang bei 1 K zentrifugiert, das erhaltene Pellet 
in 150 ul SDS-Puffer (1 M Sorbitol, 6,5 mM Calci- 
umchlorid, 0^5 % Hefeextrakt (Drfco) und 0,5 % 

40 Bactopepton (Difco)) suspendiert und 15-30 Minu- 
ten lang bei 30* C inkubiert. AnschlieBend wurden 
8 ml geschmolzener Topagar, der die relevanten 
Zusatze enthielt, zu der Spharoplasten-Suspension 
gegeben und diese unmittelbar auf der Oberflache 

45 einer Agar-Platle, die SD-Medium mit den Zusat- 
zen Histidin, Leucin, Adenin und Tryphophan ent- 
hielt verteilt. Zur Cotransfonnation wurde 0,5 ug 
des das TRP1-Gen enthattenden Plasmids zu den 
geschnittenen Transfer-Vektoren gegeben. Die Se- 

50 fektion wurde in Tryptophan freiem Medium durch- 
gefOhrt 

Herstellung der Hefe-DNA 

55 Die Gesamt-Hefe-DNA wurde wie in (40) be- 
schrieben prapariert: 

250 ml YGP3 oder YGP4 Hefe-Zellen werden in 
SD-Medium, das geeignete Zusatze und Casamt- 
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nosauren enthalt, bis zu einer optischen Dichte von 
ODgoo = 1-2 g zOchtet. Di SphSroplasten wurden 
wi bei dem Transformationsverfahren beschrieben 
prapariert und sacht in 15 ml Lyse-Puffer nthal- 
tend 4,5 M GuHCI, 0.1 M EDTA pH8, 0,15 M NaCL 
und 0,05 % Sarkosyl resuspendiert. Nach 10 Minu- 
ten bei 65 • C wurde die Suspension auf Raumtem- 
peratur gekuhlt, die DNA mit 15 ml kaltem Ethanol 
ausgefallt und durch 10-minutige Zentrifugation bei 
10.000 rpm in einem Sorvall SS-34-Rotor abge- 
tr nnt. Das erhaltene Pellet wurde in 10 ml 0,1 M 
Tris pH 7.5. 0,01 M EDTA und 50 Ul RNAse A (10 
mg pro ml) resuspendiert Nach 60-minUtiger Inku- 
bation bei 37 'C wurde 150 ul Proteinase K (10 
mg/ml) zugegeben und weitere 30 Minuten bet 
65 *C inkubiert Die DNA wurde 2 x mit Phenol 
extrahiert, mit Ethanol ausgefaltt und in TE (10 mM 
Tris und 1 mM EDTA) suspendiert 

Die Gesamt-DNA, die bei den meisten der be- 
schriebenen Experimente verwendet wurde. wurde 
durch Saccharose-Gradienten-Zentrifugation fraktio- 
niert. Hierzu wurde die DNA oben auf etnen 5- 
20%igen Saccharose-Gradienten in 200 mM NaCI, 
10 mM Tris pH 7,5 und 2 mM EDTA eingebracht 
Die Gradienten wurden 3 Stunden lang bei 35K 
und 20 * C in einem SW40- Rotor zerttrifugiert Unter 
diesen Um stand en wanderte der grd&te Teile der 
Baculovirus-DNA abwarts bis zur Hatfte des Gra- 
dienten. Der Gradient wurde fraktioniert und 2 Volu- 
men kaltes Ethanol zu den Fraktionen, die die 
Baculovirus-DNA enthalten, zugefugt. Die ausge- 
falKe DNA wurde erneut in TE (10 mM Tris. 1 mM 
EDTA) suspendiert und so zur Transfektion von 
Insektenzellen verwendet. 

Transfektion von Insektenzellen 



Saccharose-Gradienten fraktionierte DNA wur- 
de in Sf9-Zellen unter Verwendung von Lipofectin 
(Gibco) eingeschleust Wasser wurde zu 5-10 ixl 
fraktionierter DNA bis zu einem Volumen von 12 ul 
gegeben. Das gleiche Volumen Lipofectin-Puffer, 
enthaltend 8 ul Lipofectin. wird mit 4 ul Wasser 
und zu der DNA gegeben. Die beiden Losungen 
wurden vorsichtigt miteinander vermischt und nach 
15-minutiger Inkubation bei Zimmertemperatur auf 
eine 35 mm Zellkulturplatte, die 1.5 x 10* Sf6- 
Zellen in 1 ml serumfreiem Medium enthalt, gege- 
ben. Nach 16 Stunden bei 28* C wurde das Medi- 
um entfemt und durch frisches 10 % FCS enthalt- 
endes Medium ersetzt. Am 3. Oder 4. Tag sind die 
Zellen sichtbar infiziert, zur gleichen Zeit wurden 
die Zellen zu analytischen Zwecken geerntet und 
der Oberstand zur emeuten Infektion von frischen 
Zellen gewonnen. 



Elektroph cretischer Mobilitats-Essay 

Infizie.-te oder "lipoinfizierte" Sf9-Zellen von ei- 
ner 35 mm Piatt wurden mit PBS gewaschen ;<nd 
5 die Zellen erneut in 100 ul Extraktions-Puffer, wel- 
cher 10 mM Hepes pH 7.9, 1,5 mM MgCfe, 0,1 mM 
EGTA, 5 % Glycerin, 0,5 mM DTT und 0.5 mM 
PMSF enthalt, gewaschen. Nach 5 Minuten bei 
0*C wurde das Lysat 10 Sekunden lang zentrifu- 

70 giert und der Oberstand in ein frisches Rohrchen 
gegeben. Das erhaltene Pellet wurde erneut in 50 
ul Extraktionspuffer. welcher 0,35 M NaCI enthalt 
suspendiert und 15 Minuten lang bei 4*C inkubiert. 
Nachdem ZelltrOmmer durch 1 0-minUtiges Zentrifu- 

75 gieren entfemt worden war, wurden 45 ul des 
Oberstandes mit 100 ul des "low salt" Lysats ver- 
setzt, wobei der gewunschte Zellextrakt mit einer 
Endsaizkonzentration von 0,1 M erhalten wurde. 
Elektrophoretische Mobilrtats- Assays unter Verwen- 

20 dung eines Oligonucleotids, welches die Fibronec- 
tin ATF/CREB-Bindungsstelle enthalt, wurde bereits 
fruher beschrieben (41). 1 ul Zellextrakt wurde in 
jedem Assay benutzt Der Antikorper wurde 5 Mi- 
nuten nach Einleiten der Bindungsreaktion hinzuge- 

25 geben um die Wirksamkeit der spezrfischen Anti- 
korper auf die Mobilitat der Komplexe zu testen. 
Hierbei wurde folgender Antikorper benutzt: 
Der CREB1 -Antikorper ist literaturbekannt (35) und 
erkennt die 10 terminalen Amtnosauren des 

30 rnenschlichen CREB1 -Proteins. Der N-terminale 
CREB2-Antikorper (NJ2) erkennt ein Peptid. wel- 
ches die Aminosauren 85-96 des rnenschlichen 
CREB2-Proteins enthalt, und der C-terminale Anti- 
korper (NJ4) ein Peptid, das die Aminosauren 490- 

35 505 enthalt. 

Legende zu den Rguren 



Rgur 1A enthalt eine schematische Darstellung 
40 der Strategie zur Isolierung des recombtnanten Ba- 
culovirus unter Verwendung von S.cerevisiae als 
Zwischenwirt (siehe auch Beschreibung ab Seite 
5). Die ARS-, URA- und CEN-Hefeelemente wurden 
als A, U bzw. C bezeichnet. 
45 Rgur 1B stellt den Phenotyp der y657-Hefede- 

rivate dar, die das Sup4-o-Gen enthalten oder nicht 
enthalten, wobei der y657-Stamm als Ausgangsma- 
terial dient 

YGP2 enthalt episomisch aufrechterhaltene 
so Baculovirus-DNA, in die strom abwarts vom 

Polyhedrin-Promotor die Hefe-Sequenzen Sup4-o, 

ARS, URA und CEN eingefQgt sind (siehe Rg. 1A). 
YGP3 und YGP4 sind YGP2-Derivate, in denen 

die replizierbaren Genome die CREB1- und 
55 CREB2-cDNA-Sequenzen an Stelle des Sup4-o- 

Gens enthalten. 

Rgur 2A gibt die Konstruktionsmerkmale der 

Transfervektoren pAcY1 und pAcY2 wieder. Die 
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durchgezogen n, schraffierten und leer n Plasmid- 
regionen stellen di Hefe-ARS-, Baculovirus- bzw. 
Basisplasmidsequenzen dar. 

Fig. 2B stellt die Restriction-Endonuclease-Kar- 
te der Transfervektoren pAcY1 und pAcY2 dar. Die s 
Plasmide nthahen die Baculovirus Polyhedrin- 
Promotor- und Leadersequenz, die oberhalb durch 
viral Sequenzen und unterhalb durch Hefe 
TRR/ARS-Sequenzen flankiert sind. Die fluflabwarts 
zu der Leadersequenz liegenden Schnittstetlen, die io 
zur EinfUgung von fremden codierenden Sequen- 
zen geeign t sind, sind gekennzeichnet 

Im Falle von pAcYI enthatt die Endversion 
dieses Transfervektors ein Oligonukleotid, das zwi- 
schen den Ncol- und EcoRhSchnrttstellen fiegt und is 
die angegebene Sequenz aufweist 

Rgur 2C stellt die Restrtction-Endonuctease- 
Kart der pAcYI -Derivate dar, die Inserte der 
menschlichen CREB1- und CREB2-(CRE-BP1>- 
cDNA-Sequenzen enthalten. 20 

Figur 3 gibt die Get-Retardation-Analyse des 
durch Baculovirus synthetisierte CREB1 wieder, 
das an ein Oligonucleotid gebunden ist. das die 
Rbronectin-CRE/ATF-Bindungsstelle enthalt. Sf9- 
Zellen wurden infiziert mit einer Baculovirus- 2s 
CREB1 -Recombinants und jeweils der gesamte Ex- 
trakt 1, 1,5, 2 und 3 Tage nach der Infektion 
prapariert. Aliquote jedes Extraktes wurden mit 
[^PJ-markierten CRE enthattendem Oligonukleotid 
in Abwesenheit oder Gegenwart von gegen CREB1 30 
spezifischen oder nichtspezifischen Antikorper (A) 
oder einem 100-fachen molaren Uberschufl an 
Rbronectin-Oligonukleotid oder einem nichtspezifi- 
schen Oligonukleotid (B) getestet 

Figur 4 gibt die Gel-Retardations-Analyse des 35 
durch Baculovirus synthetisierten CREB2 wieder, 
das an CRE/ATF enthaltendes Oligonukleotid ge- 
bunden ist. Sf9-Zellen wurden infiziert mit 
Baculovirus-CREB2-Rekombinanten und der ge- 
samte Extrakt wurde 2 Tage spater prapariert. Der 40 
Extrakt wurde auf seine Bindung gegen pPl-mar- 
kiertes Rbronectin-Oligonukleotid in Abwesenheit 
oder Gegenwart von zwei verschiedenen CREB2 
spezifischen Peptidantikorpern oder einem nicht- 
spezifischen Antikorper hin untersucht. Eine ahnli- 45 
che Analyse wurde mit einem Extrakt nichtinfizier- 
ter Zellen durchgefiihrt. 
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Patentanspriiche 

1. In Hefe und in Viren replizierbare DNA-Se- 
quenzen, dadurch gekennzeichnet, daB diese 
ein Virusgenom, eine Hefe-ARS-Sequenz, eine 
Hefe-CEN-Sequenz, mindestens ein Markergen 
und ein homogen austauschbares Insert, wel- 
ches durch das zu exprimierende Gen ersetzt 
s in kann, enthalten. 

2. DNA-Sequenzen gemafl Anspruch 1. dadurch 
gekennzeichnet, daB ais Virusgenom das eines 
groBen Virus wie des Baculovirus verwend t 
wird. 



3. DNA-Sequenzen gemaB Anspruch 1, dadurch 
g kennzeichn i, daB als Markersequenz die 
URA3-, can1-i00-, ade2-1-, CY2-, TRP1-, 
LEU2-, HIS3- oner LYS2-Sequenz verwendet 

5 wird. 

4. DNA-Sequenzen gemaB Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB als homogen austausch- 
bares Insert das Sup4-o% CAN1-, URA3- Oder 

70 LYS2-Gen Verwendet wird. 

5. DNA-Sequenzen gemaB Anspruch 1 und 2, 
dadurch gekennzeichnet daB die Baculovirus- 
DNA anstelle des Polyhedrin-Gens die Frag- 

is mente 

- A-U-C-, 

- S - A - U - C - und 

- X - A - U - C - enthalt, wobei 

A fur die TRP1/ARS1-Sequenzen, 
20 U fur das URA3/Gen. 

C fur das CEN4-Gen, 

S fur das Sup4-o-Gen und 

X fur das zu exprimierende Gen stent. 

25 6. DNA-Fragmente der Forme In 
-A-U-C-, 

- S - A - U - C - und 
-X-A-U-C-, 

in denen 

30 A, U. C, S und X wie im Anspruch 5 definiert 

sind. 

7. DNA-Sequenzen gemaB den Anspruchen 5 
und 6, dadurch gekennzeichnet, daB X die fur 
35 ein Interferon. CREB1 oder CREB2 codierende 

Sequenz darstellt 

a Transformarrten, enthaltend eine DNA-Sequenz 
gemaB den AnsprQchen 1 bis 7. 

40 

9. Verfahren zur Herstellung der DNA-Sequenzen 
gemaB den Anspruchen 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB in Hefe ein Virusgenom mit 
einer Hefekassette, enhaltend eine Hefe-ARS- 

45 Sequenz, eine Hefe-CEN-Sequenz. mindestens 

eine Markersequenz und ein homogen 
austauschbares-lnsert repliziert wird und ge- 
wOnschtenfalls anschlieBend ein homogen aus- 
tauschbares Insert durch ein zu exprimieren- 

50 des Gen mittels homogener Rekombi nation er- 

setzt wird. 

10. Verfahren zur Herstellung der DNA-Fragmente 
gemaB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet 

55 daB die einzelnen Fragmente miteinander li- 

giert und anschlieBend in einem geeigneten 
Wirt propargiert werden. 
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11. V rfahren zur Hers* Hung der Virus-Transform- 
ant n gemafl Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zetchnet, dafi ein Virus mit den DNA-Sequen- 
zen gemafi den AnsprOchen 1 bis 7 rekombt- 
niert wird. 5 

12. Verfahren zur Herstellung der Hefe-Transforrn- 
ant n gemafi Anspruch 8, dadurch gekenn- 
z ichnet, dafi Hefe mit den DNA-Sequenzen 

g mafl den Anspriichen 1 bis 7 transformiert io 
wird. 



75 



20 



25 



30 



35 



40 



46 



60 



55 



10 



X>CID: <EP OS36646A2 I > 



BNS oaae 10 



EP 0 536 646 A2 



Fig. 1A 
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Fig. IB 
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Fig. 2A 
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